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Studio della eccitabilità e della connettività cerebrale mediante 
approccio integrato TMS-EEG in condizioni normali e patologiche 
Le metodologie per lo studio delle funzioni cerebrali in vivo nell’uomo sono 
molteplici e comprendono tecniche di neurofisiologia, come 
l’elettroencefalografia (EEG) e la magnetoencefalografia (MEG), e tecniche di 
esplorazione metabolica come la Risonanza Magnetica Funzionale (fMRI) e la 
Tomografia ad Emissione di Positroni (PET). Ognuna di queste metodiche si 
propone di caratterizzare la distribuzione spazio-temporale delle attivazioni 
cerebrali, sia a riposo che durante l’esecuzione di un compito specifico, per la 
valutazione dell’attività cerebrale fisiologica e patologica in diverse condizioni 
sperimentali. 
Recentemente, è stata sviluppata una nuova tecnica per stimolare in modo 
diretto e non-invasivo la corteccia cerebrale nell’uomo: la stimolazione 
magnetica transcranica (TMS). Associando la TMS all'EEG ad alta densità è 
possibile registrare le risposte corticali ad una perturbazione diretta e, quindi, 
misurare in maniera oggettiva parametri di eccitabilità e connettività effettiva 
cerebrali con un risoluzione temporale ottimale.  
Lo scopo di questo lavoro è stato estrarre dalla risposta EEG alla TMS alcuni 
indici di eccitabilità e connettività effettiva capaci di discriminare tra soggetti 
sani (CTR) e pazienti affetti da Malattia di Alzheimer (AD) e da Mild Cognitive 
Impairment (MCI).  
Nel presente studio è stato implementato un metodo di tipo statistico che 
produce indici numerici in grado di descrivere in maniera sintetica ed 
altamente informativa l’eccitabilità e la connettività effettiva corticale 
(Significant Current Density, SCD; Significant Current Scattering, SCS; Phase-Locking, 
PL).  
Lo studio è stato articolato in tre fasi: i) reclutamento pazienti e raccolta dei 
dati; ii) analisi dei dati (ripulitura del segnale, source modeling); iii) estrazione degli 
indici numerici.  
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I risultati preliminari indicano che: a) l’intensità di stimolazione non era 
significativamente diversa nei tre gruppi di soggetti; b) i pazienti AD 
presentavano una riduzione dell’ampiezza dei potenziali evocati rispetto ai 
pazienti MCI e ai CTR; c) integrando la risposta corticale alla TMS su tutto il 
cervello e in tutto il periodo post-stimolo, non si sono trovate differenze 
significative tra gruppi, anche se si è evidenziata una netta tendenza alla 
riduzione degli indici SCD e SCS dai CTR agli MCI agli AD; d) considerando 
la risposta cerebrale precoce alla TMS (10-50 ms) e mettendo insieme 
l’informazione fornita dai diversi indici di funzionalità cerebrale (SCD 
nell’area di Brodmann (BA) 6 sinistra, PL nella BA7 sinistra e SCS nella BA19 
destra) sono state individuate delle differenze significative tra CTR e AD e tra 
CTR e MCI.  
Questi risultati, seppur preliminari, indicano che gli indici di eccitabilità e 
connettività effettiva utilizzati in questa tesi sono in grado di identificare 
differenze anatomo-funzionali specifiche tra soggetti sani e pazienti con 
patologia degenerativa conclamata (AD) e preclinica (MCI).  
Ulteriori studi si rendono necessari per a) estendere la validità dei risultati qui 
presentati ad un numero maggiore di soggetti e b) correlare i dati 
elettrofisiologici ad aspetti comportamentali (test neuropsicologici, compiti di 
apprendimento, performance cognitiva, ecc), che permettano da un lato una 
migliore stratificazione dei pazienti AD e MCI e dall’altro l’associazione tra i 
pattern di eccitabilità e connettività effettiva e le specifiche funzioni cerebrali. 
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C a p i t o l o  1  
INTRODUZIONE 
Lo studio delle funzioni cerebrali richiede una valutazione quantitativa 
dell’attività di aree corticali significativamente coinvolte durante l’esecuzione 
di un compito (visivo, motorio, cognitivo, ecc) oppure delle modificazioni 
indotte da un’alterazione patologica o da un trattamento terapeutico. La 
distribuzione spaziale e la dinamica temporale delle attività corticali possono 
essere caratterizzate in termini di eccitabilità e connettività cerebrale. 
Nell’ambito delle neuroscienze, l’eccitabilità viene riferita solitamente 
all’ampiezza della risposta cerebrale delle regioni direttamente coinvolte in un 
compito, mentre l’estensione dell’attivazione ad altre aree corticali viene 
espressa in termini di connettività. Esistono tre tipi di connettività: anatomica, 
funzionale ed effettiva. La connettività anatomica (CA) consiste nella rete di 
connessioni strutturali e biofisiche che mettono in comunicazione diversi 
gruppi di neuroni, e definisce sia le vie di comunicazione tra strutture diverse 
(fibre nervose, assoni, sostanza bianca), sia gli attributi biofisici (forza ed 
efficacia sinaptica) di tali interazioni. La connettività funzionale (CF) rappresenta 
la correlazione tra eventi neurofisiologici distanti nello spazio e si può 
esprimere come la deviazione dall’indipendenza statistica dell’attivazione di 
due o più circuiti neuronali distribuiti sulla corteccia cerebrale; in pratica 
riflette il grado di interdipendenza tra unità funzionali neuronali che 
“cooperano” per svolgere un task comune. La connettività effettiva (CE) descrive 
la relazione causale tra l’attivazione di circuiti nervosi diversi. Si può dire, 
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quindi, che la CE tiene conto di quella funzionale e anatomica, perché 
esprime gli effetti indotti da un network neuronale su di un altro, inclusa la 
direzione di questa interazione [1]. 
Da un punto di vista metodologico, la CA è misurata mediante tecniche 
di indagine strutturale, come la risonanza magnetica (MRI), applicando 
metodi di diffusione delle molecole d'acqua nei tessuti cerebrali (Diffusion 
Tensor Imaging). L’eccitabilità e la connettività funzionale possono essere 
studiate in vivo con tecniche di neurofisiologia (elettro- e magneto-
encefalografia, EEG e MEG, rispettivamente) e di esplorazione metabolica 
(Risonanza Magnetica Funzionale - fMRI e Tomografia ad Emissione di 
Positroni - PET). In particolare, le immagini fMRI e PET hanno un’ottima 
risoluzione spaziale (~mm) e una ridotta risoluzione temporale (~s). Viceversa, 
i segnali EEG e MEG consentono di valutare l’attività cerebrale con una 
precisione dell’ordine del ms nel tempo e dell’ordine dei cm nello spazio. 
Tuttavia, applicando modelli sofisticati e metodi complessi dal punto di vista 
computazionale è possibile stimare la distribuzione di sorgenti corticali a 
partire dalle registrazioni effettuate sullo scalpo (problema inverso). Tutte queste 
tecniche non sono in grado di discernere l’elemento di causalità tra due eventi 
neurofisiologici. 
Recentemente, è stato sviluppato un nuovo approccio integrato per lo 
studio diretto e non-invasivo nell’uomo delle funzioni cerebrali: la 
stimolazione magnetica transcranica (TMS) associata all'EEG ad alta densità. 
Questa tecnica consiste nell’applicare una perturbazione elettromagnetica alle 
correnti elettrofisiologiche corticali, e, attraverso l’analisi della risposta 
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evocata, permette una valutazione sia dell’eccitabilità che della connettività 
cerebrale. Per garantire la ripetibilità delle condizioni di stimolazione 
(localizzazione spaziale e intensità), la TMS-EEG viene associata a sistemi di 
Navigated Brain Stimulation (NBS), che consentono di porre nello stesso sistema 
di riferimento la posizione della testa e dello stimolatore e le immagini MRI 
individuali (vedere APPENDICE A). Grazie alla possibilità di stimolare 
direttamente specifiche aree corticali, si può studiare la CE, cioè la relazione 
causa-effetto tra l’area stimolata (target) e il resto della corteccia cerebrale. 
Alla base della maggior parte delle patologie neurologiche e 
psichiatriche vi è un’alterazione delle caratteristiche organiche (molecolari, 
strutturali, chimiche) dei principali componenti del sistema nervoso centrale, 
che possono essere quantificate in termini di variazioni di eccitabilità e di CE. 
Quindi la misurazione non invasiva di tali parametri potrebbe essere utilizzata 
per identificare indici predittivi di sviluppo patologico, per monitorare la 
progressione della malattia nel tempo e per valutare l’efficacia dei trattamenti 
terapeutici e farmacologici. 
Un esempio di riduzione patologica sia della densità neuronale che 
dell’efficienza di comunicazione inter-regionale è rappresentato dalle malattie 
neurodegenerative del SNC, come le demenze. In queste situazioni 
l’individuazione precoce delle alterazioni funzionali è particolarmente 
importante poiché la comparsa dei tipici sintomi cognitivi e emotivi è tardiva 
rispetto al deterioramento organico. 
La Demenza di Alzheimer (AD) è ad oggi tra le più comuni cause di 
patologia negli anziani e le previsioni statistiche stimano un incremento 
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costante della prevalenza di questa malattia nei prossimi decenni, con enormi 
conseguenze economiche e sociali [2]. L’efficacia delle terapie in fase di 
sviluppo è sicuramente legata alla possibilità di identificare precocemente i 
soggetti a rischio e di migliorare la diagnosi differenziale con altre forme di 
degenerazione delle funzioni cognitive. Attualmente la diagnosi di certezza è 
esclusivamente di tipo istologico, mentre la valutazione medica considera 
essenzialmente la rapidità di decadimento delle funzioni cognitive nel tempo e 
il livello di autonomia del paziente. Da un punto di vista anatomopatologico 
l’AD è caratterizzata da grovigli neurofibrillari che compaiono inizialmente a 
livello di strutture del lobo temporale mediale, e coinvolgono negli stadi 
avanzati progressivamente le strutture limbiche e le aree associative corticali 
[3]. Correlata alla progressione dell’AD è la degenerazione dei grandi neuroni 
piramidali corticali [4], presumibilmente a livello di proiezioni cortico-corticali. 
L’AD rappresenta quindi un modello patologico per valutare l’efficacia degli 
approcci metodologici allo studio della eccitabilità cerebrale e della 
connettività (CA, CF, CE). 
Studi mediante (fMRI) hanno mostrato un’alterata connettività 
funzionale nei pazienti AD [5]. Tra le informazioni acquisite tramite resting-
state fMRI: di notevole rilievo sono: a) la riduzione della CF tra Ippocampo e 
numerose regioni corticali (tra cui corteccia prefrontale mediale, giro del 
cingolo, ecc), subcorticali e cerebellari [6,7,8] e b) l’aumento della CF tra 
ippocampo sinistro e corteccia prefrontale laterale di destra: questo dato viene 
interpretato come espressione di un meccanismo di compenso caratterizzato 
da recruitment di risorse cognitive [9]. 
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I pazienti che presentano deficit cognitivi lievi, senza rientrare nei criteri 
diagnostici di demenza, sono comunemente attribuiti alla categoria Mild 
Cognitive Impairment (MCI). La sintomatologia di questi pazienti evolve in 
maniera estremamente disomogenea, in quanto può rimanere stabile nel 
tempo oppure aggravarsi progressivamente con diverse modalità. Per questo, 
il MCI è stato proposto recentemente come una fase prodromica dell’AD 
[10]. Soggetti MCI hanno un maggior rischio di sviluppare AD con un fattore 
di conversione annuale del 6-25% [11]. Studi di imaging recenti hanno 
mostrato un’atrofia delle strutture mediotemporali [12,13] e una riduzione del 
metabolismo [14] paragonabili alle alterazioni tipiche degli AD, mentre studi 
fMRI hanno dimostrato un aumento dell’attivazione delle strutture 
mediotemporali [15,16,17]. In particolare nel sottotipo “amnestic” MCI, che ha 
una maggior tendenza alla progressione verso AD, gli studi con tecniche 
resting-state fMRI mostrano una riduzione della CF tra Giro del Cingolo 
Posteriore (PCC) e corteccia temporale, associata a un aumento tra PCC e 
corteccia frontale [18]. 
Il presente studio è strutturato all’interno di un Progetto Collaborativo 
di Ricerca finanziato dalla Comunità Europea, denominato:”PredictAD - From 
Patient Data to Personalised Healthcare in Alzheimer’s Disease”, il cui obiettivo 
nominale è “Fornire una soluzione oggettiva e standardizzata che permetta la 
diagnosi precoce della Malattia di Alzheimer, di affinare il monitoraggio e 
l’efficacia dei trattamenti, e migliorare il rapporto costo-efficacia dei protocolli 
diagnostici”. Grazie all’uso di diverse tecniche di studio, tra cui test 
biomolecolari, test neuropsicologici, MRI, PET e TMS-EEG, il progetto nel 
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suo insieme si propone di identificare un biomarker ideale che permetta la 
diagnosi precoce della Malattia di Alzheimer, ed il suo monitoraggio nel 
tempo. 
In particolare, in questo lavoro è stata utilizzata la TMS-EEG come 
strumento di indagine; si è implementato un metodo statistico di elaborazione 
dei dati [19] in grado di fornire indici numerici sintetici ed altamente 
informativi che descrivono le due caratteristiche fondamentali della 
funzionalità corticale: la connettività effettiva e l’eccitabilità. Questi indici 
comprendono: SCD, Significant Current Density, in rapporto alla somma delle 
ampiezze delle correnti significative indotte dalla TMS; SCS, Significant Current 
Scattering, in rapporto con la distanza media delle correnti significative indotte 
dalla stimolazione; bPL, Broad-band Phase Locking, che riflette l’abilità della 
TMS di resettare la fase delle oscillazioni presenti sulla corteccia. Essi possono 
essere utilizzati per caratterizzare gli effetti della TMS a livello cerebrale, e 
potrebbero rappresentare strumenti di utilizzo generale per verificare, 
comparare e monitorare lo stato dei circuiti corticali.  
Lo scopo di questo lavoro è stato estrarre questi indici di eccitabilità e 
connettività effettiva cerebrale in soggetti sani (CTR) e di valutarne l’efficacia 
in pazienti affetti da Malattia di Alzheimer (AD) e da Mild Cognitive Impairment 
(MCI) 
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C a p i t o l o  2  
MATERIALI E METODI 
2.1 Reclutamento 
A questo studio hanno partecipato 40 volontari, di cui 15 soggetti sani 
(CTR), 15 con diagnosi di MCI, 10 con AD, reclutati ed esaminati presso 
l’Università di Kuopio (Finlandia). 
La diagnosi di MCI è stata fatta sulla base delle seguenti caratteristiche 
[10]: (1) perdita soggettiva delle capacità mnemoniche; (2) perdita oggettiva 
delle capacità mnemoniche, evidenziata da un punteggio di 0.5 sulla scala del 
Clinical Dementia Rating (CDR) [20], con almeno 0.5 nella classe della 
memoria e un punteggio di 1.5 Deviazioni Standard sotto la media di una 
popolazione di controlli della stessa età in almeno un test mnemonico; (3) 
normali capacità cognitive globali (MMSE≥20) [21]; (4) nessuna limitazione 
delle attività quotidiane; (5) nessun deficit secondo i criteri NINCDS-
ADRDA [22]. Tutti i soggetti MCI sono stati classificati come “multi domain 
amnestic MCI” [23]. 
I 15 pazienti AD sono stati sottoposti a numerose valutazioni, tra cui: 
test neuropsicologici, test laboratoristici, MRI cerebrale, oltre alla valutazione 
clinica e neurologica. La diagnosi di AD è stata eseguita secondo i criteri 
NINCDS-ADRDA per “probabile AD” [22]. Tutti i soggetti avevano 
anamnesi negativa per malattie neurologiche o psichiatriche ad esclusione di 
AD o MCI. Al momento della registrazione dei dati tutti i pazienti AD erano 
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in terapia con inibitori dell’acetilcolinesterasi; alcuni dei restanti soggetti 
eseguivano terapie farmacologiche per problematiche non legate alla 
funzionalità cognitiva. La dominanza emisferica è stata valutata secondo 
l’Edinburgh Handedness Inventory [24]. Ogni soggetto ha firmato il consenso 
scritto, e lo studio è stato approvato dal Comitato Etico locale. 
2.2 Strumenti 
Immagini MRI ad alta definizione pesate in T1 sono state acquisite in 
tutti i soggetti mediante uno scanner Siemens Magneton Avanto (Erlangen, 
Germania) da 1.5 T. Ogni soggetto ha eseguito una sessione di registrazione 
TMS-EEG, per la quale è stato utilizzato un sistema di navigazione NBS, uno 
stimolatore focale bifasico a farfalla e un amplificatore EEG compatibile con 
la TMS a 60 canali (Nexstim Ltd., Helsinki, Finlandia). I segnali EEG sono 
stati riferiti ad un elettrodo supplementare posto sulla fronte, filtrati tra 0.1 e 
500 Hz, e campionati a 1450 Hz. Due elettrodi aggiuntivi sono stati posti 
sopra e sotto agli occhi per registrare l’Elettrooculogramma (EOG). Per 
ulteriori dettagli tecnici, si rimanda all’APPENDICE A. 
2.3 Protocollo TMS 
Per ogni soggetto, il target di stimolazione è stato individuato nelle 
immagini MRI nel giro frontale superiore sinistro (area di Brodmann BA6). 
L’intensità di stimolazione è stata decisa per ogni soggetto pari al 120% della 
soglia di attivazione motoria individuale (MT), cioè la minima intensità da 
applicare alla corteccia motoria per generare una risposta periferica visibile. 
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Gli impulsi TMS sono stati somministrati ad una frequenza variabile tra 0.5-
0.6 Hz, per evitare fenomeni di accomodazione. Ogni sessione era costituita 
da circa 300 stimoli (trials). Ogni trial di registrazione comprendeva una 
finestra temporale di 1400 ms, 700 ms pre- e 700 ms post-stimolo. 
2.4. Generazione degli indici 
Questa procedura, basata sul source modeling, su statistiche non 
parametriche e sulla data reduction, produce tre indici generali della responsività 
globale della corteccia: Significant Current Density (SCD), Broad-band Phase-
Locking (bPL), e Significant Current Scattering (SCS). Questi tre indici, descritti in 
dettaglio nel seguito, sono progettati per essere complementari, e per catturare 
diversi aspetti della responsività cerebrale, che vanno dalla eccitabilità globale 
alla connettività globale. 
Significant current density – SCD. Questo indice è ottenuto cumulando nel 
tempo e/o nello spazio l’ampiezza assoluta di tutte le correnti significative 
indotte dalla TMS e quindi si misura in µA/mm2. SCDst è un singolo numero 
che rappresenta la corrente totale assoluta delle sorgenti significativamente 
attivate dalla TMS in un volume corticale s e nell’intervallo di tempo t. 
Analogamente SCDs e SCDt descrivono, rispettivamente, la modulazione 
temporale delle correnti evocate dalla TMS nel volume s, e la distribuzione 
spaziale delle correnti indotte dalla TMS nell’intervallo di tempo t. 
Broad-band Phase-locking – bPL. Questo indice adimensionale riflette 
l’abilità della TMS di resettare la fase delle oscillazioni in atto a livello 
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corticale, indipendentemente dalla loro frequenza, e non è influenzato dalla 
ampiezza della risposta alla TMS.  
Significant current scattering – SCS. Questo indice è massimamente 
sensibile all’estensione spaziale della attivazione significativa evocata dalla 
TMS, e non dipende dall’ampiezza della risposta. SCS è quantificata come la 
somma delle distanze geodetiche tra le correnti significative e il target della 
TMS e si misura in mm. Similmente ad SCD e bPL, questa misura può essere 
integrata nel tempo e/o nello spazio. 
 
Per calcolare questi indici si eseguono quattro passi preliminari: 
a) data pre-processing, per aumentare il rapporto segnale-rumore; 
b) source modeling, per ogni singolo trial, per aumentare la risoluzione 
spaziale; 
c) analisi statistica non parametrica, per estrarre le attivazioni corticali 
statisticamente significative; 
d) identificazione automatica delle BA sulle immagini MRI individuali, 
per integrare i dati su aree cerebrali definite. 
 
Con questi procedimenti, descritti in dettaglio nel seguito, otteniamo 
una matrice che descrive dove e quando si sono verificate le attivazioni 
corticali significative indotte dalla TMS. Questa matrice può essere poi 
manipolata, nelle variabili spazio e tempo, per ottenere gli indici globali e 
locali di connettività ed eccitabilità corticale. 
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DATA PRE-PROCESSING . Questa fase ha previsto l’utilizzo del 
software MATLAB, ed in particolare di un’applicazione, sviluppata dal 
laboratorio TMS-EEG dell’Università di Milano, denominata SSP (SiSyphus 
Project). Dopo l’eliminazione dei trials contaminati da artefatti, ad esempio da 
attività oculare o muscolare, i tracciati sono stati filtrati tra 2 e 80 Hz, e i dati 
riferiti alla referenza comune media (common average reference) ed infine 
sottocampionati a 725 Hz. 
SOURCE MODELING . Per valutare l’impatto della TMS sul tessuto 
cerebrale occorre spostarsi dal livello dei sensori a quello delle sorgenti. I 
potenziali evocati dalla TMS hanno una bassa risoluzione spaziale, inoltre 
l’intensità, la localizzazione e l’estensione dell’attivazione neuronale sono 
strettamente dipendenti dalla variabilità anatomica, oltre che dalla 
conducibilità dei tessuti, dal momento che sono registrati a livello dello scalpo. 
E’ necessaria una procedura che descriva accuratamente la dinamica degli 
eventi a livello corticale, e che permetta un confronto tra soggetti 
(APPENDICE B). Il processo si svolge in tre tappe. La prima è la creazione 
di un modello geometrico di cranio comparabile tra soggetti. Per fare ciò, le 
immagini MRI individuali vengono coregistrate al template del Montreal 
Neurological Institute (MNI), e vengono discretizzate secondo un reticolo di 
vertici, che rappresentano sorgenti corticali dipolari. In questo modo tutti i 
soggetti hanno una topografia comune, cosa che permette la comparazione 
diretta dei dati. Il secondo passo è risolvere il cosiddetto “problema diretto” 
(forward problem), ovvero stimare la modalità di trasmissione delle correnti 
corticali verso lo scalpo; il risultato si ottiene combinando il reticolo delle 
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sorgenti con la posizione digitalizzata degli elettrodi sulla testa. L’ultimo passo 
consiste nel risolvere il “problema inverso” (inverse problem), ovvero stimare la 
dinamica spaziotemporale delle correnti corticali a partire dalle registrazioni 
dei canali EEG. Per ulteriori spiegazioni vedere APPENDICE B. 
ANALISI  STATISTICA . L’approccio statistico ha permesso di valutare 
la significatività delle correnti indotte dalla TMS, in confronto alle correnti 
elettrofisiologiche basali. Si è trattato di un’analisi di tipo non parametrica, 
basata sul calcolo permutazionale, in cui si è tenuto conto del problema dei 
confronti multipli generato dall’elevato numero di sorgenti. I dettagli di 
questo metodo si trovano nell’APPENDICE B. 
IDENTIFICAZIONE ANATOMICA AUTOMATICA . Per integrare i 
risultati su delle regioni corticali ben definite da un punto di vista anatomico 
e/o funzionale, le superfici corticali sono state suddivise in sottoregioni. 
L’identificazione automatica delle BA è stata ottenuta applicando la stessa 
matrice stimata da SPM5 (che trasforma la superficie anatomica corticale 
individuale nello spazio MNI) alla maschera ROI (region-of-interest) fornita da 
WFUPickAtlas tool (disponibile gratuitamente al sito:  
http://www.ansir.wfubmc.edu/; [25,26]). 
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C a p i t o l o  3  
RISULTATI 
3.1 Caratteristiche del campione 
L’analisi delle caratteristiche demografiche del campione in esame (Tab 
1) ha messo in evidenza una notevole omogeneità per quanto riguarda l’età 
media e il grado di istruzione. Come atteso i soggetti AD presentano punteggi 
elevati nei test neuropsicologici per la valutazione del decadimento cognitivo e 
della depressione, rispetto ai CTR. Gli MCI si collocano in una posizione 
intermedia. 
Tabella 1 Caratteristiche demografiche e cliniche del campione. MMSE: Mini Mental State 
Exam; CDR: Clinical Dementia Rating; CDR SOB: CDR Sum of Boxes; GDS FAST: 
Global Deterioration Scale/Functional Assessment Staging; GDS-15: Geriatric Depression 
Scale 
3.2 Riproducibilità della sede ed intensità di stimolazione tra soggetti 
Estraendo i dati NBS che rappresentano i punti di applicazione 
dell’impulso TMS digitalizzati per ogni soggetto e sovrapponendoli su una 
Group CTR MCI AD 
Numero soggetti (m-f) 7 - 8 7 - 8 4 - 6 
Età 71.7 ± 6.5 71.7 ± 8.5 73.2 ± 8.4 
Anni di istruzione 10.0 ± 2.7 9.7 ± 3.3 9.7 ± 4.8
MMSE 28.5 ± 1.6 23.9 ± 2.8 16.9 ± 4.5 
CDR 0.0 ± 0.0 0.5 ± 0.2 1.3 ± 0.5
CDR SOB 0.0 ± 0.0 2.2 ± 1.3 7.4 ± 3.1
GDS FAST 1.0 ± 0.0 2.5 ± 0.8 4.3 ± 0.7
GDS-15 0.5 ± 0.8 2.3 ± 2.5 2.7 ± 2.3
  
immagine MRI di riferimento (Fig 1a), si nota che non ci sono differenze 
significative tra le popolazioni. Il centro di
trova a livello della BA6, come da protocollo. La varianza non è notevole, 
considerando il fatto che il campo elettrico generato dalla scarica ha una 
definizione spaziale fondamentalmente minore.
Figura 
sono stati applicati a una MRI di riferimento.
anche se lievemente ridotta (< 20 
erano tipicamente caratterizzati da una marcata atrofia cerebrale, che 
determina una riduzione del campo magnetico proporzionale al quadrato della 
distanza tra lo sti
3.3 Riduzione della risposta corticale alla TMS negli MCI e AD
registrati dagli elettrodi situati in prossimità del punto di stimolazione. Le 
 
1. (a) Sede di stimolazione; i punti di stimolazione di tutti i soggetti e il centro di massa 
L’intensità di stimolazione non era significativamente dive
Nella Fig
molatore e la corteccia.
ura 2 sono rappresentati i tracciati elettroencefalografici 
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 (b) Intensità di stimolazione.
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 massa calcolato per tutti i punti si 
 
) negli AD (Fig 1b). Questi soggetti 
 
 





maschera i primi 10 
essere contaminati da artefatti correlati alla 
 
Figura 2. Grand
risposta nei tre gruppi, sia per quanto riguarda la distribuzione dei picchi, sia 
per la
riduzione di ampiezza delle componenti, particolarmente marcata negli AD. 
3.4 Riduzione degli Indici negli MCI e AD
tre indici mediati sulle popolazioni in esame, integrati nella finestra temporale 
grand
 
-average degli elettrodi sotto la sonda, per gruppi di soggetti.
Questi grafici mostrano che esiste una buona riproducibilità della 
 sincronia, perlomeno nei primi 100
Rappresentando su un modello tridimensionale di corteccia cerebrale i 
la media dei potenziali evocati dalla TMS, calcolata su 
-average). La banda grigia in questa e nelle figure successive 











dell’attività evocata, dai CTR agli MCI agli AD. 
Figura 3. Rappresentazione su modello trid
10-300 ms
stimolo a livello della stimolazione tende a ridursi, fino a divenire difficilmente 
apprezzabile nei soggetti AD, di
corteccia.
la corteccia ha una minor capacità di propagare lo stimolo. Questo è in 
rapporto alla riduzione della connettività tra aree anatomicam
seguito presumibilmente alla perdita di proiezioni cortico
subcorticali.
strada tra SCD ed SCS. La TMS ha una sua intrinseca capacità di resettare la 
ms (Fig. 
 
In particolare SCD mostra che la densità di corrente nell’intero post
 
Analogamente SCS mostra che l’attivazione a distanza è ridotta, quindi 
 
Infine bPL offre una prospettiva che si pone in qualche modo a metà 
3), si nota come in tutti i casi ci sia una riduzione progressiva 
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imensionale degli Indici integrati nella finestra temporale 
mostrando una minore eccitabilità della 
 
 





fase delle oscillazioni elettrofisiologiche della corteccia cerebrale; questo 
comportamento dipende prevalentemente dalla sede 
stimolazione 
a parità di sede e di i
a distanza una stimolazione (connettività), sia di rispondere ad un evento 
elettrofisiologico (eccitabilità).
in fun
un trend di riduzione progressiva a tutti i livelli, come già evidenziato nella 
Figura 3, esso offre l’opportunità di correlare gli indici alle informazioni che 
questi sono in grado 
[29,30]
In Figura 4 sono esposti in grafico gli indici integrati su tutto il cervello 
zione del tempo, mediati per ogni categoria di soggetti. Oltre a mostrare 
 
Figura 4. Andamento nel tempo degli i
 
; l’andamento di bPL nei soggetti in esame dimostra che, 





ndici integrati su tutto il volume cerebrale
 
[27,28] e dalla intensità di 
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In particolare SCD ha un andamento che segue fedelmente l’attivazione 
elettrica corticale locale, in special modo nei primi 50 ms dopo la TMS, 
quando la maggior parte delle variazioni del potenziale si localizza nelle aree 
limitrofe alla stimolazione. 
SCS mostra invece un picco più tardivo rispetto ad SCD, oltre che una 
tendenza a rimanere elevato più a lungo: ciò è in rapporto alla capacità di 
questo indice di rispecchiare le correnti generate a distanza, quindi con un 
tempo di latenza. 
L’andamento nel tempo di bPL è del tutto caratteristico: esso è meno 
fluttuante rispetto agli altri indici, rimanendo elevato a lungo; questo è in 
rapporto alla classe di fenomeni descritti: le modificazioni delle oscillazioni di 
potenziale richiedono tempo, sia per conseguire un nuovo stato che per 
tornare a livello basale.  
3.5 Differenze degli indici fra gruppi  
L’Analisi della Varianza (ANOVA) eseguita sugli indici globali (integrati 
sull’intera corteccia e sull’intero post-stimolo) mostra che non ci sono 
differenze significative tra le medie delle popolazioni. Tuttavia evidenzia 
anch’essa una tendenza alla decrescita, dai CTR verso gli MCI e gli AD. Come 
si osserva in Figura 5 la popolazione dei CTR ha una varianza estremamente 




Figura 5. Analisi della Varianza (ANOVA) tra gruppi degli 
su tutto il post
che sottostanno ai processi di eccitabilità e connettività corticale sono 
numerosi (quantità e tipologia di connession
neurotrasmettitori; presenza di vie cortico
di neuroni, ec
confronto tra popolazioni che all’interno di queste (
ci si deve aspettare che le differenze tra gruppi abbiano delle specifiche 
caratteristiche spazio
coinvolte, che per quanto riguarda la latenza delle componenti 
significativamente alterate.
considerare gli indici calcolati per ogni area di Brodmann nella finestra 
temporale 10
sono maggiormente rappresentativi di interaz
-stimolo
Ciò è da mettere in relazione al fatto che i meccanismi neurofisiologici 
c) e ognuno di questi ha una importanza variabile sia nel 
Per individuare le differenze specifiche tra gruppi si è deciso di 
-50
 
-temporali, sia per quanto riguarda le regioni corticali 
 
 ms. Quest’ultima scelta si basa sul fatto che i primi 50
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-corticali e cortico
ioni di tipo cortico
indici integrati su tutto il cervello e 







direttamente influenzate dalla stimolazione TMS; il periodo 0
escluso perché qui si può localizzare un artefatto residuo di scarica dello 
stimolatore.
permette di identificare le aree di Brodmann la cui attività differisce in 
maniera significativa (P<0.05) nelle tre popolazioni. Infatti questo tipo di 
analisi mette a confronto le mediane degli indici per le tre popolazioni, senza 
assumere
distribuzioni dei singoli gruppi abbiano le stesse caratteristiche, quindi siano 
determinate dalle stesse variabili indipendenti. L’utilizzo di una statistica di 
tipo non parametrico è stato d
soggetti a disposizione.
diversi tra le popolazioni (P < 0.05) e tenendo in considerazione il tipo di 
informazioni ottenibili dai diver
per l’SCD; BA19, lontano dalla stimolazione, caratteristicamente meno 
attivato negli AD, per l’SCS; BA7, situata in una posizione intermedia, per il 
bPL.
 
Un’analisi di tipo ANOVA non parametrica (test di 
 che la distribuzione sia di tipo normale, ma ammettendo che le 
Sono state selezionate tre aree in cui gli indici erano significativamente 
 
Figura 6. Rappresentazione su modello di corteccia ce
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Utilizzando insieme questi dati, è stata eseguita una analisi multivariata 
non parametrica, che ha mostrato una differenza statisticamente significativa 
tra gruppi (P<0.005); inoltre il confronto a coppie post-hoc ha mostrato che 
esistono differenze significative tra AD e CTR (P<0.01), e tra MCI e CTR 
(P<0.05), mentre le differenze tra AD ed MCI non erano significative 
(P<0.6). 
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C a p i t o l o  4  
DISCUSSIONE 
I risultati di questa tesi indicano che l’approccio integrato TMS-EEG 
permette di studiare in modo non invasivo l’eccitabilità corticale e la 
connettività effettiva nell’uomo. 
In questo lavoro, infatti, l’analisi degli indici di funzionalità cerebrale 
eseguita in soggetti sani e sui pazienti AD, MCI ha mostrato una marcata 
compromissione della eccitabilità e della connettività effettiva corticale negli 
AD rispetto ai CTR, in accordo con la letteratura attuale [31,2]; inoltre ha 
collocato in una posizione intermedia gli MCI, in linea con la concezione che 
questa condizione rappresenta una fase prodromica di demenza [32]. 
I dati ricavati con questo studio sono del tutto originali, poiché 
l’approccio TMS-EEG non risulta ad oggi ancora utilizzato per valutare la 
patologia di Alzheimer (se si eccettua lo studio pilota dei collaboratori 
finlandesi nell’ambito del progetto PredictAD [33]). Tuttavia questi risultati si 
inseriscono in un contesto di studi, eseguiti con altre tecniche di esplorazione 
funzionale e strutturale, il cui comune denominatore è la cosiddetta 
“disconnection syndrome” [34]. Si può dire infatti che: a) l’atrofia corticale 
generalizzata rilevabile con MRI o TC e l’atrofia specifica, rilevata con metodi 
di Voxel Based Morphometry (VBM), che coinvolge in un primo momento la 
porzione mediale del lobo temporale, quindi la porzione laterale, il giro del 
cingolo e le regioni parietali [35,36,37,38], in associazione alla degenerazione 
neuro fibrillare [3]; b) l’ipometabolismo rilevato con la PET, che coinvolge 
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caratteristicamente il giro del cingolo posteriore, il precuneo e aree temporo-
parietali associative [39,40,41], e si pensa sia dovuto alla degenerazione di aree 
temporali medali (ippocampo), e alla conseguente alterazione dei fasci 
interposti (cingulum bundle) [42,43,35,44,36,40,47]; c) la riduzione della Fractional 
Anisotropy, rilevata con DTI a carico di numerosi fasci nervosi, tra cui cingulum 
bundle, fornice, splenio del corpo calloso, peduncoli cerebrali [48]; d) una serie 
di parametri EEG e quantitative EEG (qEEG), tra cui la riduzione della 
potenza del ritmo α [49,50] con l’avanzare del decadimento cognitivo e la 
riduzione della synchronization likelihood dell’EEG basale nella banda ß negli AD 
[51]; e) la variazione di entropia dei tracciati EEG, che riflette una riduzione 
della complessità dei circuiti cerebrali [52]; f) riduzione della potenza delta nel 
sonno ad onde lente [53]; sono tutti epifenomeni di una riduzione della 
eccitabilità e della connettività cerebrale, in quanto il substrato 
neuroanatomico di queste manifestazioni rimane in ogni caso la perdita di 
neuroni e la conseguente alterazione delle connessioni inter e intra network 
neuronali. 
Le alterazioni degli indici di eccitabilità corticale e di connettività 
effettiva presenti in particolare nei pazienti AD e in misura minore in quelli 
MCI sono in linea con le evidenze sperimentali e anatomopatologiche post 
mortem tali per cui il deterioramento cognitivo è principalmente legato ad 
alterazioni della connettività anatomica e quindi della integrazione delle 
informazioni. Questo aspetto diventa particolarmente cruciale nei pazienti 
MCI, in cui non sono stati ancora identificati indici predittivi neurobiologici di 
evoluzione del disturbo. 
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Da un punto di vista psicofisiologico, i risultati di questo lavoro di tesi 
nei soggetti normali di controllo rendono evidente come questo approccio 
integrato TMS-EEG possa rappresentare nel futuro il “metodo” per esplorare 
l’integrazione anatomo-funzionale tra aree corticali e subcorticali alla base 
delle funzioni cognitive superiori e della coscienza [54]  
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C a p i t o l o  5  
CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE 
In questi anni la TMS sta riscuotendo un notevole successo nell’ambito 
delle Neuroscienze Cognitive, poiché in grado di fornire informazioni 
originali anche in ambiti dove la Ricerca è notevolmente produttiva. 
Da un punto di vista clinico, nei primi anni dopo la sua comparsa, il 
ruolo della TMS è stato principalmente lo studio del sistema motorio, 
attraverso la registrazione dei Motor Evoked Potentials (MEP), cioè i potenziali 
motori periferici generati dalla stimolazione TMS in corteccia motoria. Il 
recente sviluppo di sistemi di registrazione EEG compatibili con la TMS 
(elettrodi ed amplificatori dedicati) ha permesso l’applicazione di questa 
tecnica allo studio delle funzioni cerebrali superiori, grazie alla possibilità di 
misurare in maniera non invasiva e con un’ottima risoluzione temporale la 
risposta complessiva del cervello ad una stimolazione locale e diretta. 
La possibilità di perturbare un Sistema e osservarne la risposta è uno 
strumento formidabile che il Metodo Scientifico mette a disposizione. In linea 
generale questo tipo di approccio permette di esaminare un Sistema le cui 
caratteristiche intrinseche non sono completamente note, grazie alla 
possibilità di valutarne il comportamento e la sua variazione nel tempo in 
rapporto a una stimolazione nota. 
Un impulso TMS applicato a livello della corteccia cerebrale determina 
modificazioni del potenziale di una popolazione di neuroni, tali da generare 
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una risposta elettrica locale direttamente correlata ai parametri TMS e una 
risposta elettrica globale indiretta che coinvolge aree corticali distanti ma 
funzionalmente correlate con l’area stimolata. 
Questo fenomeno può essere sfruttato in diversi modi: registrando la 
risposta elettrofisiologica ad un singolo impulso oppure valutando la 
funzionalità cerebrale nel suo insieme dopo aver temporaneamente alterato 
l’attività corticale locale (TMS ripetitiva). Nel primo caso, è possibile valutare 
la riposta cerebrale spontanea ad una perturbazione controllata di una regione 
specifica: la misurazione delle caratteristiche spazio-temporali di questa 
risposta consente di formulare ipotesi sui meccanismi essenziali di 
processamento e propagazione del segnale. Nel secondo caso si può valutare 
la partecipazione di un’area in un task specifico, in seguito all’alterazione 
transitoria (decine di minuti o qualche ora) dell’attività cerebrale locale per 
effetto di una stimolazione TMS ad una frequenza 1-5 Hz, per alcune 
centinaia di impulsi (modello di “lesione virtuale”). 
Le tecniche di neuroimaging e di esplorazione metabolica permettono di 
studiare l’attività del cervello durante un compito, ma hanno come svantaggio 
(bias) il fatto che la qualità dei dati dipende in parte dal soggetto in esame. È 
necessaria, infatti, una compliance che non sempre si può ottenere: - la capacità 
di capire le istruzioni ed eseguire correttamente il task; - la variabilità dello 
stato funzionale del SNC del soggetto, che può alterarsi al momento della 
registrazione anche sulla base di fatti contingenti (tono dell’umore, attenzione, 
intenzione, …); tutte alterazioni che rendono le registrazioni non sempre 
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ripetibili, necessitando nella maggior parte dei casi studi su grandi numeri per 
ovviare al problema. 
La TMS, al contrario, possiede caratteristiche che la rendono facilmente 
utilizzabile per qualsiasi tipologia di soggetto, indipendentemente dalla 
capacità cognitive; inoltre, essa offre un risultato altamente riproducibile e 
come tale confrontabile tra soggetti. 
In questo lavoro sono state introdotte delle sostanziali innovazioni per 
quanto riguarda il metodo. Innanzitutto come campo di lavoro è stato scelto il 
livello delle sorgenti: i potenziali registrati sullo scalpo dagli elettrodi EEG 
sono stati trasformati, grazie all’utilizzo di complessi modelli matematici 
implementati in letteratura, in una stima delle correnti effettive generate a 
livello corticale. Questo analisi di tipo source modeling ha permesso di aumentare 
la risoluzione spaziale, superando in questo modo il principale limite tecnico 
dell’EEG. 
Un ulteriore sforzo per rimuovere eventuali bias, prevedibili e non, è 
stato compiuto sfruttando il metodo statistico. Per calcolare gli indici, infatti, 
sono stati utilizzati solo i dati significativi estratti dalle sorgenti: questo 
approccio consente di trascurare il contributo delle sorgenti la cui attività non 
è correlata alla stimolazione. Inoltre, l’utilizzo di un’analisi di tipo non 
parametrico, implica l’assenza di ipotesi a priori sulla distribuzione dei segnali, 
e quindi la stima della soglia di significatività è esclusivamente data driven. 
Queste accortezze hanno migliorato la qualità degli indici, e in un certo senso 
ne hanno aumentato la specificità. 
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Gli indici di eccitabilità e connettività corticale così delineati hanno un 
valore che si estende ben al di là del presente studio. Essi si propongono 
come uno strumento applicabile in qualsiasi situazione di calcolo della 
responsività corticale alla TMS (o altri tipi di stimolazione), e nella 
comparazione dei dati tra gruppi di soggetti o nello stesso soggetto in tempi o 
condizioni diverse. Inoltre possono essere calcolati automaticamente e 
necessitano di minime conoscenze a priori, per cui potrebbero avere un ruolo 
non solo nel campo della ricerca, ma anche come ausilio nella valutazione 
clinica e terapeutica di numerose patologie in cui la alterazione della 
funzionalità cerebrale assume un ruolo centrale. 
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A P P E N D I C E  A  
TMS/hdEEG 
La Stimolazione Magnetica Transcranica (TMS) associata 
all’Elettroencefalografia (EEG) è un importante metodo per l’esplorazione 
funzionale della corteccia cerebrale umana in vivo, in maniera non invasiva, 
senza che si producano disagi rilevanti per il soggetto esaminato.  
Essa sfrutta una rapida variazione di campo magnetico per generare un 
altrettanto rapido impulso di corrente elettrica sulla corteccia cerebrale, che 
induce l’attivazione dei neuroni cerebrali, specialmente nelle porzioni 
superficiali. 
Strumenti 
Questa tecnica di ricerca sfrutta la combinazione di un sistema di 
navigazione computerizzato (NBS, Navigated Brain Stimulation), la TMS e un 
EEG ad alta densità (hdEEG). Essa permette di stimolare direttamente 
un’area di corteccia cerebrale e misurare, con una buona risoluzione spazio-
temporale, la risposta evocata del cervello. 
Il sistema è costituito da tre elementi integrati:  
1. TMS: la corteccia cerebrale viene stimolata in maniera non invasiva 
attraverso un rapido e potente impulso magnetico (<1 ms, 2 Tesla) 
grazie a una sonda applicata sulla superficie dello scalpo. La rapida 
variazione di campo magnetico induce un flusso di corrente nel tessuto, 
che porta all’attivazione delle popolazioni neuronali sottostanti. I treni 
 2.
di potenziali d’azione generati si propagano successivamente attravers




 NBS: fino in epoca recente, per indirizzare la TMS su di un bersaglio 
corticale, sono stati usati diversi metodi (contrazioni di particolari 
muscoli, fosfeni, punti di repere cranici). Queste strategie spesso 
mancano di precisione, sono scarsamente riprodu
un piccolo sottogruppo di aree corticali. Queste limitazioni possono 
essere superate integrando la TMS con la NBS a raggi infrarossi. Essa 






cibili, e sono limitati a 
o 
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in tempo reale, in maniera controllabile e riproducibile, di qualsiasi area 
corticale. 
3. HdEEG: per misurare direttamente l’eccitabilità corticale bisognerebbe 
essere in grado di registrare, dopo pochi millisecondi, l’impatto della 
perturbazione sul sito stimolato e su aree corticali a distanza con una 
buona risoluzione spaziotemporale. Questo è possibile grazie allo 
sviluppo di hdEEG compatibili con la TMS. Molti picchi distinti sono 
stati identificati sull’EEG e associati all’attivazione di vie specifiche 
cortico-corticali e cortico-subcorticali. 
Modalità di studio 
In linea di principio, la TMS può essere applicata contemporaneamente 
all’EEG (approccio cosiddetto “online”), per verificare istantaneamente come 
la stimolazione corticale modifica l’attività e la connettività dei circuiti 
neuronali.  
Gli esperimenti online sono tecnicamente difficili da eseguire, poiché la 
TMS può significativamente alterare l’acquisizione del segnale. La TMS, 
infatti, è una stimolazione di tipo multimodale: oltre all’effetto diretto del 
campo magnetico sulla corteccia, ci sono diversi effetti indiretti sull’attività 
cerebrale. La TMS evoca sensazioni uditive e tattili (attivazione della coclea e 
del nervo trigemino). In particolare, a seconda del sito e dell’intensità di 
stimolazione, si percepisce un pizzicore sulla cute, che può determinare una 
reazione di sorpresa, oppure la chiusura involontaria delle palpebre. La scarica 
della sonda, inoltre, è accompagnata da un rumore ben distinto, un click, che 
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determina necessariamente un potenziale evocato uditivo. Questo artefatto 
viene efficacemente mascherato da un rumore continuo a volume elevato 
attraverso un paio di auricolari [54,55]. 
Un ulteriore accorgimento tecnico è necessario per evitare che la scarica 
elettromagnetica alteri la ricezione del segnale da parte degli elettrodi. 
Considerando un impulso magnetico di 1 Tesla applicato in 0.1 ms, il voltaggio 
negli elettrodi al di sotto della sonda può raggiungere un valore fino a 10 V, 
che supera di diversi ordini di grandezza il segnale prodotto dalla corteccia 
cerebrale, ed è sufficiente a causare artefatti notevoli e mandare fuori scala 
l’amplificatore EEG per diversi secondi. Sono stati messi a punto sistemi di 
tipo sample-and-hold e gain-control [56], oppure slew limiter amplifier [57] per evitare 
la saturazione del segnale, ottenendo una buona riduzione dell’artefatto di 
scarica 
Effetto di un singolo impulso TMS 
Il campo magnetico che si genera con una scarica della sonda induce 
un’attivazione sincronizzata dei neuroni corticali seguita da un’inibizione di 
lunga durata. Tuttavia, un limite intrinseco della TMS è la non specificità 
dell’attivazione neuronale: il volume cerebrale attivato contiene 
compartimenti con neuroni eccitatori, inibitori e modulatori, ognuno di questi 
potenzialmente attivato in seguito della stimolazione. Quando un campo 
magnetico è applicato sullo scalpo del soggetto, esso induce correnti elettriche 
attraverso i diversi strati della corteccia cerebrale, con una modalità 
schematizzata in Figura 2.  
 magnetico che raggiunge 2 
di tessuto stimolato. 
impulso di 2 
altezza, con un decadimento esponenziale a partire dall’asse centrale 
Dato che gli assoni dei neuroni hanno la più al
si attivano in via preferenziale durante un impulso di debole intensità. 
maggior parte dei neuroni corticali utilizza come mediatore il glutammato, che 
ha effetto eccitatorio. 
aminobutirrico (GABA), con effetto inibitorio. Altri gruppi di neuroni 
possiedono lunghi assoni che provengono da nuclei sottocorticali e proiettano 
alla corteccia rilasciando neuromodulatori come acetilcolina, dopamina, 
noradrenalina, e serotonin
modesta entità attiva neuroni di natura eccitatoria e inibitoria, e può attivare 
vie neuromodulatorie. Dato l’elevato grado di densità e di connettività dei 
circuiti corticali, un impulso TMS può attivare potenz
neuroni, che generano con meccanismi a 
eccitazione e inibizione. Il comportamento indotto da un singolo impulso 
Figura 
Un impulso standard dura 
T 
2. Schema delle correnti elettriche indotte dalla TMS
Tesla
Alcune simulazioni dettagliate hanno mostrato che un 
attiva un volume cilindrico di circa 1 
Una porzione minore di neuroni rilascia l
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circa 
. L’intensità dell’impulso determina la quantità 
a. Ciò significa che anche un impulso TMS di 
 
 s, e può indurre un campo 
ta densità di canali ionici, questi 
feed-forward
cm di raggio e 2 
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dipende dall’area corticale stimolata. Applicando un impulso a livello della 
corteccia motoria primaria, si possono indurre piccole contrazioni della 
muscolatura periferica, come ad esempio movimenti delle dita. In maniera 
analoga un impulso applicato sulla corteccia visiva primaria può evocare una 
sensazione di tipo visivo, anche a occhi chiusi, ciò che viene chiamato 
comunemente fosfene. In questo senso la TMS ricorda altre forme di 
stimolazione cerebrale (stimolazione elettrica) e altre tecniche di imaging (PET, 
fMRI) con le quali è possibile studiare specifiche aree cerebrali con modalità 
sensoriale o motoria. Tuttavia, data la bassa risoluzione spaziale della TMS, 
questa tecnica non permette di mappare in maniera precisa le aree corticali.  
Quando la TMS è applicata a livello di un’area implicata nei processi 
cognitivi, tipicamente non viene evocato un effetto apparente. 
Caratteristicamente, però, applicando l’impulso durante un task di tipo 
cognitivo, questo può interferire significativamente con la performance 
[59,60]. 
La TMS non modifica esclusivamente l’eccitazione e l’inibizione 
sinaptica, ma anche la plasticità a breve e lungo termine; inoltre sembra che 
vengano alterati dei pattern a livello di interi circuiti, come le oscillazioni dei 
network; ci sono infine anche effetti non neuronali, come ad esempio la 
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Setting sperimentale 
Strumenti utilizzati: 
• Poltrona ergonomica; 
• Cuffia con elettrodi per la registrazione del tracciato EEG ed EOG; 
• Auricolari, per mascherare il click dovuto alla scarica magnetica; 
• Generatore di impulsi elettromagnetici e relativa sonda da applicare 
allo scalpo per indirizzare l’impulso; 
• Videocamera a raggi infrarossi, per il controllo digitale della 
localizzazione spaziale in tre dimensioni della sonda sul capo del 
paziente; 
• Computer con relativo software di gestione, sincronizzazione e 
registrazione dei dati; 
 
Ogni soggetto indossa una cuffia sulla quale si trovano gli elettrodi; per 
assicurare il contatto tra il metallo e la cute del paziente si utilizzano alcuni 
accorgimenti: si allontanano i capelli evitando che entrino in contatto con gli 
elettrodi, si gratta la cute leggermente per rimuovere gli strati più superficiali 
di tessuto, si applica un gel conduttore, che assicura il contatto costante tra 
l’elettrodo e la cute. La logica di queste operazioni consiste nel diminuire 
quanto più possibile l’impedenza, per migliorare il rapporto segnale/rumore. 
In seguito si applicano e si fissano al viso degli occhiali particolari dotati 
di riflettori che la telecamera a raggi infrarossi è in grado di rilevare.  In questo 
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modo il software può conoscere la posizione e l’orientamento della testa nello 
spazio.  
Avviene poi la fase di registrazione digitale di alcuni landmarks 
anatomici predefiniti: nasion e traghi destro e sinistro. Questo viene fatto 
attraverso una piccola sonda, anch’essa dotata di riflettore IR, che permette al 
software di conoscere la posizione dei landmarks rispetto agli occhiali. 
Il software possiede una copia dell’immagine MRI encefalica di ogni 
paziente: mettendo in relazione i landmarks anatomici registrati digitalmente 
con quelli MRI, il software è in grado di riconoscere, durante la sessione, la 
posizione della sonda TMS rispetto al cranio e alla corteccia cerebrale, in 
particolare ai giri, ai solchi e alle commissure, in modo da poter indirizzare 
accuratamente l’operatore, e assicurare che la stimolazione avvenga 
correttamente, sull’area desiderata, in maniera riproducibile. 
 punto di stimolazione: innanzitutto posizionando la sonda sullo scalpo, 
sempre grazie ai riflettori IR, questa compare sul monitor, dove si trova 
l’immagine MR encefalica; si può così conoscere istante per istante la zona di 
corteccia che verrà st
direzione del campo magnetico, della distanza tra sonda e corteccia, e della 
conformazione encefalica, il sistema è in grado di calcolare l’area perturbata 
dall’impulso magnetico, mostrandola sul monito
sull’immagine MRI
determina la contrazione delle eventuali masse muscolari sottostanti, il che
genera artefatti a livello dell’EEG. Bisogna quindi cercare un buon 
compromesso tra intensità e punto di stimolazione, in rapporto alla qualità del 
segnale.
        
L’ultimo passo prima di avviare la registrazione è la definiz
Un ulteriore ostacolo deriva dal fatto che la stimolazione magnetica 
 
Figura 3 Simulazione dell'intensità di stimolazione
imolata.
 (Fig. 3). 
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 Sulla base dell’intensità di corrente, della 
 







questo si vanno a intercal
scelta secondo il protocollo. 
informazioni che serviranno nella fase di analisi dei dati (coordinate dei 
landmarks
stimolazione, intensità, 
quali i programmi di analisi possono estrarre automaticamente le informazioni 
desiderate.
C 
4. Esempio di registrazione di un 
 sede stimolazione, BA19; (c) distribuzione spaziale delle correnti sullo 
 
 
La fase di acquisizione dati comincia con la registrazione dell’EEG. 
Il sistema registra, oltre alle onde elettroencefalografiche, una serie di 
, coordinate de
 
are ritmicamente gli impulsi TMS, con intervalli a 






(Fig. 4); questi vengono scritti su 
 
. (a) grafico tipo "butterfly" dei canali 
file
te di 
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A P P E N D I C E  B  
Source modeling 
La distribuzione spaziotemporale della densità di corrente corticale 
evocata dalla TMS viene stimata per ogni trial. Il segnale registrato sullo 
scalpo può essere calcolato a partire dalle correnti corticali per un trial 
generico k come segue: 
                                                          
      (1) 
 
Dove   , , 	 è il vettore che contiene i potenziali istantanei 
dello scalpo registrati da 
elettrodi di coordinate ;   , , 	 è il 
vettore che contiene l’attività elettrica istantanea di 
 dipoli di coordinate , 
su una griglia prefissata che ricopre l’intera corteccia;   , , 	 è una 
misurazione del rumore istantaneo; G è l’operatore che definisce la 
propagazione del potenziale elettrico nei tessuti di cui è composto il cranio, e 
dipende esclusivamente dalle proprietà geometriche e fisiche del cranio e dalle 
posizioni relative tra sensori e sorgenti.  
 Il volume di conduzione è stato modellizzato secondo il metodo a tre sfere di 
Berg 
nel pacchetto software 
(disponibile al sito: 
http://neuroimage.usc.edu/brai
nstorm
concentriche con diversa conduttività 
elettrica, che rappresentano i 
compartimenti cranici estratti dalla MRI: 
porzione 
porzione esterna (osso) e superficie (Figure 1 e 2, in blu il compartimento 
costituito da 300
Questo modello è stato successivamente adattato alla anatomia dei soggetti 
utilizzando il pacchetto 
dispo
[61] così 
), che include tre sfere 
interna (tessuti molli), 
nibile gratuitamente al sito: 
   Figura 2 Proiezione laterale
 come implementato 
4 dipoli fissi orientati ortogonalmente alla superficie corticale. 
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Brainstorm 





tre compartimenti mediante un reticolo 
di 3004 vertici 
interno, in rosso quello 
esterno, in nero la 
superficie corporea). 
Come spazio da 
esaminare è stata presa 
la corteccia cerebrale, 
modellizzata da un 
reticolo tridimensionale 
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maniera che segue: maschere binarie del cranio e dello scalpo ottenute dalle 
immagini MRI individuali vengono coregistrate con le corrispondenti 
strutture dell’atlante Montreal Neurological Institute (MNI). Successivamente 
l’inverso di questa trasformazione viene applicato ai reticoli (corteccia, cranio 
e scalpo) dell’atlante MNI per adattarli all’anatomia individuale. Da ultimo, la 
posizione digitalizzata dei sensori EEG e i reticoli individuali vengono co-
registrati attraverso operazioni di rotazione e traslazione calcolate per far 
combaciare alcuni punti di repere anatomici (nasion, trago destro e trago 
sinistro) digitalizzati sulla testa del soggetto con i corrispondenti punti 
individuati sulle immagini MRI. 
La soluzione inversa dell’equazione (1) è fondamentalmente 
indeterminata (N  N), dato che in teoria esiste un numero infinito di 
configurazioni di sorgenti che possono spiegare la stessa distribuzione del 
potenziale a livello dello scalpo, a meno che non vengano imposti dei vincoli 
specifici (ipotesi a priori) di ordine anatomico e/o funzionale alla 
configurazione delle sorgenti e alle caratteristiche del rumore. Per risolvere 
questo problema è stato utilizzato un approccio empirico di tipo Bayesiano, 
implementato in SPM5 [62,63,64,65,66]. In particolare, si è utilizzata una 
soluzione di tipo Weighted Minimum Norm, assumendo che la covarianza delle 
sorgenti abbia una distribuzione Gaussiana lungo la geodetica, al fine di 
rafforzare la correlazione tra sorgenti vicine, e assumendo che il rumore sia 
indipendente tra canali, con varianza stimata dal segnale pre-stimolo. 
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Analisi statistica 
La valutazione di dove e quando l’attività corticale in seguito allo stimolo 
TMS differisce significativamente dal pre-stimolo è stata affrontata con 
metodo statistico, tramite una procedura basata sulle permutazioni. L’attività 
corticale evocata dalla TMS si ottiene mediando la distribuzione di corrente a 
partire da 
 trials originali. Considerando come ipotesi nulla che la TMS non 
abbia alcun effetto sull’attività corticale e assumendo che il rumore sia 
ugualmente distribuito nel pre- e nel post-stimolo, si può affermare che, 
scambiando a caso il pre- e post-stimolo in un sottogruppo di trials, si 
dovrebbe ottenere una media approssimativamente uguale alla media dei trials 
originali. Quindi, avendo un numero uguale di campioni T nei periodi pre- e 
post- stimolo, è stato possibile (a) generare 
  
 permutazioni di 
 
trials, ognuna risultante da 
 decisioni binarie di invertire i periodi pre- e 
post- stimolo, e (b) calcolare il profilo temporale del corrispettivo potenziale 
medio (, ) evocato dalla TMS per ogni sorgente di coordinate . 
Le medie dei trials, originali e permutati, sono state normalizzate 
sottraendo il valore medio del pre-stimolo e dividendo per la varianza del pre-
stimolo. Questa operazione ha reso le medie dei trials permutati omogenee, 
permettendo che tutte le sorgenti avessero lo stesso peso nella statistica che 
definisce la soglia di attivazione. Per ogni istante t, è stato successivamente 
calcolato il valore massimo di corrente nel cervello di ogni permutazione, ed è 
stata costruita la corrispondente distribuzione. A questo punto l’ipotesi nulla 
per l’istante t della sorgente in  è stata rigettata con probabilità di errore α 
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quando la media normalizzata del trial originale: 
, 	 era maggiore 
dell’(1-α)100° percentile della distribuzione del massimo. 
Questo metodo ha permesso di identificare la distribuzione spaziale 
delle sorgenti significative (SS ,t	, ; 1 se la corrente in  al tempo t  
è significativa, 0 altrimenti). In questo lavoro l’ipotesi nulla è stata rifiutata con 
un livello di significatività α=0.01, con 
=1000. 
 
   
 
